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  تونین کلسی -بتالاکتوگلبولین ژن ژنیک واجد ترانس تولید موش ترانس
  

  (Ph.D) ، سیروس زینلی(M.Sc) محسن کریمی ،(B.Sc) زاده ، سمیه دهقانی* (M.D)احمدرضا نیاورانی
  بخش بیوتکنولوژی انستیتوپاستور ایران، 

  
  چکیده

کارهایی است که به تدریج کاربرد وسـیعی   ز راههای خارجی در شیر پستانداران یکی ا   بیان پروتئین  :سابقه و هدف  
از  ترین تغییـرات پـس       خوش بیش  هایی که دست   ویژه فرآورده  یابد، به  های دارویی نوترکیب می    در تولید انبوه فرآورده   

 تـونین   کلسیکننده   ژن بیان  ژنیکی بود که واجد ترانس     های ترانس  هدف از این تحقیق ایجاد موش     . شوند  می ای  ترجمه
  . غدد شیری موش باشندهیبرید در

بـرای  ) oBLG( در این تحقیق از یک پروموتر اختصاصی شیر به نام بتـالاکتوگلبولین گوسـفندی                :ها  مواد و روش  
 7/10بر این اساس، یـک سـازه ژنـی متـشکل از     .  هیبرید نوترکیب در شیر موش استفاده شد       تونین  کلسیالقای بیان   

 در چـارچوب    تـونین   کلسیه پایین دست ژن ساخته شد و توالی کدکننده           شامل پروموتر و ناحی    oBLGکیلوباز از ژن    
سازه ژنی کلون شده پس از تخلیص روی شیب سزیم کلراید، از ناقل خـود               .  قرار داده شد   oBLGترجمه اگزون پنجم    

ه ژنی مزبور   گاه ساز  آن. آزاد شد و به وسیله ژل آگارز تخلیص گردید و با فیلتراسیون و رقیق سازی آماده استفاده شد                 
 بـه لولـه     ،های زنده مانده از این تزریقات      های تازه بارور موش تزریق شد و سلول        به کمک میکرومانیپولاتور در تخمک    

 مـوش بـود کـه       41های تزریـق شـده       حاصل این انتقال زیگوت   . هایی با آبستنی کاذب بازگردانده شدند      رحمی موش 
  . و ساترن بلات تعیین گردید، اسلات بلاتPCRها با استفاده از  ژنوتیپ آن
ژن مثبت هستند، در حالی که تنهـا          موش از نظر وجود ترانس     9 نشان داد که     PCR نتایج تعیین ژنوتیپ با      :ها یافته

هـای   ژن را بـه نـسل بعـدی، یعنـی نـسل اول مـوش       ماده، تـرانس موش  3نر و   موش   3.  موش بلات مثبت داشتند    4
ژن را به صورت پایا و تابع قواعد مندلی بـه نـسل دوم               نسل اول به بعد نیز ترانس     های   موش. ژنیک انتقال دادند   ترانس

  .انتقال دادند
هـای نـسل     ژن را حداقل به یکی از مـوش         موش مزبور توانستند ترانس    9 از   موش 6 با توجه به این که       :گیری نتیجه

هـای   ژنیک و سردسته خانواده    ل ترانس  مستق (Founders)های   توان بانی   موش را می   6بعدی خویش انتقال دهند، این      
  .ژنیک مزبور در نظر گرفت ترانس
  

  ، پروتئین نوترکیب، پروتئین ترکیبیتونین کلسیژنیک، شیر، بتا لاکتوگلبولین،  موش ترانس:  کلیدیهای واژه
  

  مقدمه
ها با آن    هایی که بیوتکنولوژیست   ترین چالش  یکی از مهیج  

هــایی بــرای تولیــد انبــوه  مواجهنــد، توســعه و تکامــل روش
های نوترکیـب را از دهـه        پروتئین. های نوترکیب است   پروتئین
لـی  انـد، و   کـرده  ها بیان می    به طور انبوه در پروکاریوت     1980

هـای کـشت یافتـه       ها در سـلول    مدتی بعد به بیان برخی از آن      
هـای   یـک از روش    با این حال هـیچ    . یوکاریوتی هم پرداختند  

هـا کـه     های چندزیرواحـدی یـا آن      مزبور برای تولید پروتئین   
بخش نبود، زیـرا     شوند رضایت  خوش تغییرات زیادی می    دست

 بتواننـد در    تـر از آن هـستند کـه        ها پیچیـده   این گونه پروتئین  

   E-mail: a_r_nia@yahoo.com ،021-22562391 : نمابر،021-22562391 :تلفن.   نویسنده مسئول*
 16/12/83:؛ تاریخ پذیرش4/11/1383:تاریخ دریافت
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نخـستین  . های بیانی ناکامل مزبور به درستی بیان شوند        سیستم
 تولید شدند و پس 1980ژنیک در اوایل دهه     های ترانس  موش

از آن بود که محققان به تدریج به فکر استفاده از رویکرد ایجاد 
ژنیک برای بیان داروهای مختلف نوترکیـب        پستانداران ترانس 
مزیت این روش در آن اسـت کـه        . ادندها افت  در غدد شیری آن   

شـود و آسـان در       شیر پستانداران به میـزان انبـوه تولیـد مـی          
شـوند   هایی که در غدد شیری بیان می       دسترس است و پروتئین   

هـا شـامل    این شـباهت . بسیار شبیه اشکال طبیعی خود هستند 
ــارم   ــی چه ــوم و حت ــاختارهای دوم، س ــرات ] 5،6[س و تغیی

ــس ــد گلیک  پ ــه مانن ــسیلاسیون،  ترجم ــیون، هیدروک وزیلاس
هـای   داشتن ویژگی . باشد  می ]9 [کربوکسیلاسیون و آمیداسیون  

ها که اکثراً بناست  مزبور اغلب برای فعالیت زیستی این پروتئین
بیـان  . به عنوان فـرآورده دارویـی بـه کـار رونـد مهـم اسـت               

پذیر است،   های گوناگون در غدد پستانی نه تنها امکان        پروتئین
قتصادی است و قابل ارتقا بـه مقیـاس تولیـد انبـوه نیـز               بلکه ا 
توان بـه    بنابراین از غدد شیری پستانداران می     . ]2،12[باشد   می

های پیچیـده کـه بـه        کتور زیستی برای تولید پروتئین    آعنوان ر 
  . های دیگر قابل تولید نیستند استفاده کرد روش

 شیر حاوی چندین پروتئین اختصاصی است که از پروموتر        
هـای خـارجی در شـیر        توان برای القای بیان پروتئین     ها می  آن

، αs1  ،αs2(هـا     کازئین :ها عبارتند از   این پروتئین . استفاده کرد 
β   و κ (   سـازند و    هـای شـیر را مـی       از پروتئین % 80که حدود

هـای آب پنیـر      شـوند و پـروتئین     هنگام تشکیل پنیر منعقد می    
و پروتئین اسیدی آب پنیر یـا       بتالاکتوگلبولین، آلفالاکتالبومین   (

WAP (  بتالاکتوگلبولین . دهند مانده را تشکیل می    باقی% 20که
تـرین پـروتئین آب     فراوان BLG (Beta-lactoglobulin)یا  

 در  BLGمعتقدند که   . ]10 [پنیر در شیر نشخوارکنندگان است    
 جابجایی اسـیدهای چـرب و رتینـول در شـیر دخالـت دارد             

]3،11[ .  
به  )oBLG ،ovine BLG ( گوسفندیBLGاز پروموتر 

هـای خـارجی در شـیر پـستانداران          کرات برای بیان پـروتئین    
گونه مشابهی    هیچ BLGگرچه  . ]5،6،9،12 [استفاده شده است  

ــوش  ــی در م ــدارد، ول ــدگان ن ــا و خرگــوش در جون ــای  ه ه

ژنیک، فاکتورهای مختلف رونویـسی مخـصوص غـدد          ترانس
اگر در ساخت سازه    . ]4،16[شناسند   شیری آن را به خوبی می     

 برای القای بیان استفاده شود، امکـان        oBLGژنی از پروموتر    
هـای مـورد نظـر در        استفاده از آن سازه بـرای بیـان پـروتئین         

کتور زیستی آپستانداران اهلی از جمله بز و گوسفند به عنوان ر
ها میزبان ترجیحی برای ایـن پرومـوتر         شود، زیرا آن   فراهم می 

 از پرومـوتر    فقـط های منتشره     گرچه در اکثر گزارش    .باشند می
BLG      خـود ژن آن نیـز       ، استفاده شده، ولی در موارد معدودی 

مزایـای بـالقوه    . برای ایجاد پروتئین ترکیبی به کار رفته اسـت        
اثـرات احتمـالی    :  عبارتنـد از   oBLGبیان ترکیبی بـه کمـک       

 گیـری از   ، پـیش  oBLGهـای    افزاینده ناشی از وجود اینترون    
پپتیـدهای   نشت احتمالی یا رونویسی نابجا و پایدارسازی پلی       

  .کوتاه بیان شده در محیط شیر
های خارجی تحت پروموترهـای     اگرچه برای بیان پروتئین   
های ژنومی و هم از  توان از توالی اختصاصی غدد شیری هم می

cDNA     های ژنومی بـه میـزان        استفاده کرد، ولی معمولاً توالی
 به  mg/mlشوند، یعنی در حد       بیان می  cDNAچند صد برابر    

البتــه معلــوم نیــست کــه آیــا بــا افــزودن . ng-µg/mlجــای 
تـوان    مـی  ،های اینترونی حاصل از یک ژن ترکیبی دیگر        توالی

 را کاملاً جبران کـرد یـا        cDNAهای اینترونی در     فقدان توالی 
 اریتروپـوییتین   cDNAدر یکی از تحقیقات انجـام شـده،         . نه

 BLG را در چارچوب ترجمه اگزون پـنجم         (hEPO)انسانی  
نــسبت بــالای بــه گــاوی وارد کردنــد، کــه حاصــل آن بیــان 

)0.5mg/ml (  پــروتئین ترکیبــیbBLG-hEPO  در شــیر 
ایـن در حـالی بـود کـه         . ژنیک تولیدی بـود    های ترانس  موش
ژنیک به علت نـشت رونویـسی و یـا نـشت             های ترانس  موش

سـیتمی    دچـار پلـی    ،مـومی پروتئین از شیر به گردش خون ع      
  .]7 [شدید شده بودند
زیمال پروموتر نیز قادر به القای    گ باز پرو  406اگرچه حتی   

ژن در غدد شیری موش با الگوی تکاملی مناسـب           بیان ترانس 
ــی اســتفاده از  ــاز پرو 3/4اســت، ول ــو ب ــه گکیل زیمــال ناحی

 امکان بیـان در سـطوحی بـسیار بـالاتر را فـراهم              ،پروموتری
 هـم   oBLGزیمـال   گ کیلوبازی پرو  3/4قطعه  . ]16[ سازد می
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ژن در   حاوی عناصر لازم برای بیان زیاد و اختصاصی تـرانس         
ژن را از    غدد شیری است و هم حاوی عناصری که بیان ترانس         

قطعه . ]16 [کنند ژن در ژنوم حفظ می     اثرات محل ورود ترانس   
 حاوی ناحیه اتصال بـه بـستر        ، کیلوبازی پایین دست ژن    9/1

(Matrix attachment region; MAR)  کـه  ،]15[ اسـت 
در . نقش مهمـی در جلـوگیری از اثـرات ژنـوم موضـعی دارد       

ژن  های اینترونی هم تأثیر شگرفی بر بیـان تـرانس          ضمن توالی 
  . ]14 [دارند

ای در   آمینه  اسید 32ای   رشته پپتید تک   یک پلی  تونین  کلسی
 در  Cی  فولیکـول  هـای کنـار    گردش خون است کـه از سـلول       

شـود و در هومئوسـتاز اسـکلتی         تیرویید پستانداران ترشح می   
ــش دارد  ــسی. ]1[نقـ ــونین کلـ ــسانی تـ ــوان (hCT) انـ  تـ

فارماکولوژیک کمی در نشاندن استئوبلاستی کلسیم در انـسان         
 از جملـه    (sCT)دارد، در حالی که مـشابه آن در مـاهی آزاد            

سـاز   ترین اشکال فارماکولوژیک این هورمـون اسـتخوان        قوی
مـثلاً اسـتئوپورز    (است و کاربرد وسیعی در درمان استئوپورز        

های  ویژگی. ، بیماری پاژه و شوک هیپرکلسمیک دارد      )یائسگی
وجـود   جانداران مختلـف     تونین  کلسیساختمانی مشترکی بین    

سـولفیدی بـین      که بر اثر پیونـد دی      N، از جمله حلقه سر      دارد
Cys1   و Cys7  مید سر   شود و یک گروه آ      ایجاد میC    کـه از 

  .]9 [شود  ساخته میC اضافی در سر Glyیک جزء اسیدآمینه 
 در (salmon CT; sCT) مـاهی آزاد  تونین کلسیاگرچه 

  انسان به اندازه کافی قـوی اسـت، ولـی مـصرف خـوراکی آن              
شـود و   باعث مشکلات گوارشی و ازدیاد حساسیت ایمنی مـی     

حدودیت مواجه   کاربرد درمانی وسیع آن را با م        موضوع، همین
 که نوعی پروتئین هیبرید  شده است نشان دادهتر پیش. سازد می

 16 و  sCT اسیدآمینه سر کربوکسی     16 متشکل از    تونین  کلسی
 sCT توان فارمـاکولوژیکی معـادل       hCTاسیدآمینه سر آمین    

 دارد، ولی فاقد مشکلات گوارشی و ایمنولوژیک انسانی اسـت         
]17[ .  

ژنیکی بود کـه     های ترانس   موش هدف از این تحقیق ایجاد    
 مـاهی   - هیبریـد انـسان    تونین  کلسیکننده   ژن بیان  واجد ترانس 

  .آزاد در غدد شیری موش باشند

  ها مواد و روش
لیتر خون تازه از وریـد گردنـی یـک            میلی 3. سازه ژنی 

ترین نژادهای گوسـفندی در      خون گوسفند نژاد مغانی که از هم     
ی گوسـفند بـا اسـتفاده از         ژنـوم  DNA. ایران است گرفته شد   

 تا  ،تخلیص شد ) پرومگا، آمریکا ( ژنومی   DNAکیت استخراج   
DNA     که قابل استفاده بـرای      ،دست آید   با وزن ملکولی بالا به 

 PCR و نواحی کنـاری آن بـه کمـک           oBLGجداسازی ژن   
  .باشد

 
ها تزریق شد     کیلوبازی نهایی که در زیگوت     9/10سازه ژنی   . 1شکل  

تـونین در چـارچوب        که سازه ژنی کلسی    ، است oBLGن  متشکل از کل ژ   
های برشی به کـار      جایگاه آنزیم . ترجمه پنجمین اگزون آن وارد شده است      

  .بلات هم نشان داده شده است ژن و ساترن رفته برای خطی کردن ترانس
  

 149یعنی درست پس از کـدون   ،oBLGاگزون پنجم ژن   
 هیبرید انتخاب   تونین  کلسی cDNAبه عنوان محل واردسازی     

 طراحـی   PCRبر این اساس، دو جفت پرایمـر        ). 1شکل  (شد  
 Expand long به کمـک کیـت  oBLG تا برای تکثیر ،شدند

template PCR) مورد اسـتفاده قـرار گیرنـد   ) روشه، آلمان :
جفـت پرایمـر    ). 1جدول   (b4f-b4r و جفت    b1f-b3rجفت  

 b13)قطعـه    (5 کیلوبـازی سـمت َ     0/8اول برای تکثیر قطعـه      
 کیلوبـاز از بالادسـت      2/4مورد استفاده قرار گرفت که شامل       

شـد و جفـت       رونویسی می  ، کیلوباز از واحد   8/3ژن به علاوه    
کرد  را تکثیر می  ) b44قطعه   (3 کیلوباز سمت َ   7/2 ،پرایمر دوم 
مانده واحد رونویسی بـه عـلاوه         کیلوباز از باقی   8/0که شامل   

 PCRهـر دو محـصول    . شد دست ژن می    کیلوباز از پایین   9/1
) اینـویتروژن، آمریکـا   (TOPO XLجداگانه به کمـک کیـت   

 topo-b44 و   topo-b13هـای    ترتیـب ناقـل    کلون شدند تا به   
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هـای حاصـل بـه کمـک         صحت ساختاری کلون  . دست آیند  به
  . مورد بررسی و تأیید قرار گرفتDNAتعیین توالی 
cDNA نه آمید اسی 16 که   ، طوری طراحی شد   تونین  کلسی

 اسـیدآمینه سـر آمـین آن از         16 و   sCTسر کربوکـسی آن از      
hCT هـای   علاوه یک گوشواره هیستیدین و جایگـاه       به.  باشد

و پپتیدازها بـرای آن در  DNA های برشی  مناسب برای آنزیم
به طول   (CTfبر این اساس، دو الیگونوکلئوتید      . نظر گرفته شد  

هـا    آن 3ر َ  بـاز س ـ   20کـه   )  بـاز  88به طول    (CTrو  )  باز 97

ها سپس   آن.  به صورت شیمیایی ساخته شدند     ندمکمل هم بود  
 با هم مجاور شـدند تـا روی هـم           PCRطی شرایطی شبیه به     

ــه کمــک مخلــوط آنزیمــی         پلیمــرازDNAقــرار گیرنــد و ب
Taq-Tgo   و dNTP دیگر را تکمیل سازند و یک قطعـه          یک

). 1جـدول   ( هیبریـد را بـسازند       تونین  کلسی جفت بازی    165
 بـه کمـک     تـونین   کلـسی  جفت بازی    165گاه سازه کامل و      آن

و صحت ساختاری ) topo-CT( کلون شد TOPO XLکیت 
  . به اثبات رسیدDNAآن با کمک تعیین توالی 

  کار رفته برای ساخت سازه ژنی هپرایمرهای مختلف ب. 1جدول 
 نام ارجاع به بانک ژن توالی

GCAGGTCCGCGGATCTCTGTGTCTGTTTTC X68105: 9-38 b1f 
GGTTTGATATCAAGCCGGATGTGCATGGG X12817: 4641-4613 b3r 
CCCTATCGATGCACATCCGGCTTGCCTTC X12817: 4608-4636 b4f 
GAAACTCGAGAGAAGCCTGCGCACCGAAC X12817: 7343-7315 b4r 
GATATCATCGAGGGCAGGCACCACCATCACCACCATGTCGACGACGAC  
GATAAGTGCGGCAACCTGTCTACCTGTATGCTCGGCACATATACTCAGA 

 CTf صناعی؛ هیبرید

ATCGATTCAGCCCGGTGTGCCAGCGCCCACGTCGGTTCTAGGAT  
AGGTCTGCAGCTTGTGAGGAGTCTGAGTATATGTGCCGAGCATA 

 CTr صناعی؛ هیبرید

  
 و  NotIهـای     به کمک هضم دوگانه بـا آنـزیم        ،b44قطعه  

ClaI    از ناقل topo       آزاد شد و در ناقل topo-CT     که قبلاً بـا 
NotI-ClaI   ــود ــده ب ــی ش ــاب خط ــد  س ــون گردی ــا،کل            ت

topo-CT-b44   گاه قطعه    آن.  به دست آیدCT-b44    با هـضم 
 از ناقل خود آزاد شـد و در         XhoI-EcoRVوسیله   دوگانه به 

 خطی شده   XhoI-EcoRVوسیله    که قبلاً به   topo-b13ناقل  
.  به دست آیـد    topo-b13-CT-b44کلون گردید تا     بود ساب 

 حاوی کل توالی ژنـی   ، نامیده شد  b11ctvناقل نهایی اخیر که     
های اتصال ژنی به کمک تعیین تـوالی         کلیه محل . مورد نظر بود  

DNA       هـای   ها با تـوالی     مورد بررسی قرار گرفتند و توالی آن
سـپس ناقـل    . به تأیید رسـید   ) 1جدول  (مندرج در بانک ژنی     

b11ctv          به کمک سانتریفوژ با شیب سزیم کلراید تخلیص شد 
های اسـید نـوکلئیکی       پلاسمید شکسته و آلاینده    تا از هر گونه   

 SacII-XhoIوسـیله    ناقل خـالص شـده بـه      . سازی شود  پاک
 بـه   b11ct کیلوبـازی    9/10هضم دوگانه شد تا قطعه خطـی        

این سازه خطی با اسـتفاده از الکتروفـورز روی ژل           . دست آید 
 ،)کیاژن، آلمان(و کیت استخراج از ژل % 1بسیار خالص آگارز 

 دقیقه  45قطعه خالص شده به مدت      . خلیص قرار گرفت  مورد ت 

 میکرونی در برابر آب دو بار       025/0با استفاده از یک غشای      
 میکرونـی   22/0 با استفاده از غشای      ؛تقطیر شده دیالیز گردید   

تریس ( در بافر میکرواینجکشن     5ng/µlفیلتر شد و تا غلظت      
رقیـق  ) 5/7 معـادل    10mM  ،EDTA 0.1mM  ،pHکلراید  

  .دید تا آماده تزریق شودگر
) F1(نــسل اول  .ژنیــک هــای تــرانس ایجــاد مــوش

 بـا   DBA/2 و   B6گیری دو موش     های حاصل از جفت    موش
های تازه بارور شده لازم      هم آمیزش داده شدند تا اولاً تخمک      

 ـ (Microinjection)نجکشن  یبرای میکروا  دسـت آینـد و      هب
لازم بـرای  ) Foster mice(ای  مـاده  کرایـه  هـای   موشثانیاً 

ها برای حـصول     گیری در این جفت  . انتقال جنین حاصل گردند   
های نر سـالم و      از موش ) زیگوت(های تازه بارور شده      تخمک
هـای نـر     ای از موش   ماده کرایه های   موشدست آوردن     هبرای ب 

ی کـه   ا  ماده موشهای ،هر روز صبح  . وازکتومی شده استفاده شد   
متمـایز بـا تـوپی    (داشـتند   گیری در شـب قبـل        نشان از جفت  

های تـازه   شدند تا تخمک کشته می) Vaginal plug ،واژینال
. ها در خارج از بدنشان از لوله رحمی آزاد شوند بارور شده آن

 حاوی هیالورونیداز بیضه گوسـفند     M2ها در محیط     این سلول 
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های پیرامونی خود کاملاً آزاد شوند       گرفتند تا از سلول    قرار می 
گاه در    آن شدند؛   شسته می  M2ار در محیط واسط      ب 3و سپس   

قـرار   %5 بـا غلظـت      CO2 و   37ºC و در دمای     M16محیط  
  .شدند تا آماده تزریق گردند داده می

هـا بـا کمـک پیپـت       نجکشن، زیگـوت  یبرای انجام میکروا  
 انتقـال داده شـدند و بـا         M2 به محیط    M16دهانی از محیط    

لام حاصـل روی    . یک روغن معدنی بی اثـر پوشـانده شـدند         
پ اینورت مجهز به میکرومانیپولاتور گذاشته شد و        ومیکروسک

دارنده واقـع در     سپس در حالی که زیگوت به وسیله پیپت نگه        
پ ثابت نگه داشته شده بـود،     وسمت چپ میدان دید میکروسک    

کتور در پرونوکلئـوس نـر      جوسیله پیپت ان   محلول سازه ژنی به   
، بـه نحـوی کـه قطـر آن          زیگوت که متمایزتر است تزریق شد     

هـای   گاه پس از گـزینش مـاده مـوش         آن.  برابر شود  2حدوداً  
و ) های نر وازکتـومی شـده      گیری کرده با موش    جفت(ای   کرایه
 زیگـوت بـا عمـل جراحـی        20 تا   15ها،   هوش ساختن آن   بی

. ها انتقال داده شد پی به لوله رحمی هرکدام از موش  ومیکروسک
نجکـشن قـرار    یکه تحت میکروا  هایی   بدین ترتیب کل زیگوت   

ای که آبستنی کاذب داشـتند        ماده موش کرایه   7ند به   دگرفته بو 
های پذیرنده در شرایط کنترل شـده از         موش. انتقال داده شدند  

هایـشان را پـس از       نظر نور، دما و رطوبت قرار گرفتند تا بچه        
  . روز به دنیا آورند20 تا 19

یی که ذکر خواهنـد     ها دنیا آمده به روش   ه  های ب  بچه موش 
ژنیـک   هـای تـرانس    شد مورد بررسی قـرار گرفتنـد تـا بـانی          

(Transgenic founders)ها پس از  این بانی.  مشخص شوند
رسیدن به سن بلوغ با والدین بومی خود آمیزش داده شدند تـا         

.  بــه دســت آینــد(F1)ژنیــک نــسل اول  هــای تــرانس مــوش
غ بـا والـدین     ژنیک نسل اول هم پس از بلـو        های ترانس  موش

ژنیـک   هـای تـرانس   بومی خویش آمیزش داده شدند تا مـوش    
  .ها پدید آیند  از آن(F2)نسل دوم 

  .ژنز ارزیابی ترانس
PCR.       ها از مادران  دو تا سه هفته پس از تولد بچه موش

ها به کمـک     گذاری آن  ای، پس از تعیین جنسیت و شماره       کرایه

متـری از دم     نتی سـا  1بریدن انگشتان دست و پا، یک بیوپسی        
 ژنومی نمونه دمـی بـه روش        DNAسپس  . ها به عمل آمد    آن

 µl 600ابتـدا نمونـه بـه صـورت شـبانه در            : زیر تخلیص شد  
، M 4/0، کلرید سدیم mM 50تریس  (TNES-PrKمحلول  

EDTA  M 1/0 ،SDS  %5/0 ــاز         K، پروتئینـــــــــــ
mg/ml 6/0 (   در دمایºC55         مجاور شـد؛ سـپسµl 200  

 15 به آن افزوده شـد و پـس از سـانتریفوژ             M5سدیم  کلرید  
ای دیگر   ، به مایع رویی آن در لوله      g 14000 ای با شتاب   دقیقه

 حجـم اتـانول خـالص افـزوده شـد و مجـدداً مـورد            1معادل  
 حجـم   1 رسوب حاصل نیز بـا معـادل         ؛سانتریفوژ قرار گرفت  

     شستـشو و سـانتریفوژ شـد و رسـوب نهـایی در             % 70اتانول  
µl 500   محلولTE  حل گردید  .DNA    های ژنومی حاصل به

 PCR تحت تعیین ژنوتیپ بـا    496f-768rکمک جفت پرایمر    
 چرخه  35پس از   ) 1جدول  (جفت پرایمر مزبور    . قرار گرفتند 

 و طویل شدن در     ºC59، سرد شدن در     ºC94دناتوراسیون در   
ºC72 تـا   7980 جفت بازی متناظر با  بازهای        486ی  ا  ، قطعه 

  .کند ژن را تکثیر می ترانس 8465

کـه   (DNAاز نمونـه     DNA. µg 2-1اسلات بـلات    
با اسلات بلات مـورد     )  هم از آن استفاده شده بود      PCRبرای  

های  برای این منظور با استفاده از پروتوکل      . بررسی قرار گرفت  
 ژنومی به غشای نـایلونی انتقـال        DNA ابتدا   ،]13[استاندارد  

) رادیواکتیو(دار    سپس از قطعه نشان    داده شد و تثبیت گردید و     
 تهیه شده بود و  بـه        PCR که با    تونین  کلسی جفت بازی    165

چـسبید، بـه عنـوان       ژن مـی    تـرانس  8184 تـا    8020بازهای  
  .گر استفاده شد کاوش

 بـا وزن ملکـولی بـالا بـه کمـک            DNA .ساترن بلات 
.  برای آنالیز ساترن بلات تخلیص شد      ]14[پروتوکل استاندارد   

µg 12-10               از هر نمونه به صـورت شـبانه بـه کمـک آنـزیم
BamHI) U 200 (         هضم شد و پس از الکتروفـورز روی ژل

 2وسـیله    ، به غشای نایلونی انتقال داده شد تا بـه         %8/0آگارز  
 کیلوبـاز مـورد     2/2 و   5/2، بـه طـول      b11ctدار   قطعه نـشان  

 این دو قطعه به ترتیـب متنـاظر بـا بازهـای           . کاوش قرار گیرد  
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نهایـــت در . ژن هـــستند  تـــرانس6930-9121 و 2493-1
رادیواکتیویته روی غشا به کمک فیلم فـسفوایمیجر ردیـابی و           

  . شناساسی شد
  

  نتایج
 کیلوبـازی نهـایی کـه در        9/10سـازه ژنـی      .سازه ژنی 

 متشکل از سـه قطعـه       b11ct یعنی   ،ها تزریق شده بود    زیگوت
شامل پروموتر   کیلوبازی   0/8ای   قطعه) 1): 1شکل  (اصلی بود   

زیمـال واحـد رونویـسی      گهای تنظیمـی و بخـش پرو       و توالی 
oBLG  قطعـه دیـستال    ) 3 و   تونین  کلسیبازی  165قطعه  ) 2؛

 مربـوط بـه بقیـه واحـد رونویـسی و            oBLG کیلوبازی   7/2
 بـه   تـونین   کلـسی بـدین ترتیـب تـوالی       . دست های پایین  توالی

یـان   بoBLG با پروتئین (Fusion protein)صورت ترکیبی 
 هیبریـد   cDNAایـن تـوالی عـلاوه بـر دارا بـودن            . شـود  می

 انسان و ماهی آزاد، یک گوشـواره هیـستیدینی و           تونین  کلسی
مناسـب را نیـز کـد       )  و پـروتئین   DNA(های آنزیمی    جایگاه

 حاوی یک کدون پایان نیز هـست و         تونین  کلسیقطعه  . کند می
 کــه پــس از قطعــه oBLGلــذا قــسمتی از واحــد رونویــسی 

  .گردد میشود، ولی ترجمه ن  قرار دارد رونویسی میتونین سیکل
 مـوش مـاده کـه       18 .ژنیـک  های ترانس  تولید موش 

 تا 10ها  ند که از هرکدام از آن     دگیری کرده بودند کشته ش     جفت
.  زیگـوت  200 یعنی جمعـاً حـدود       ؛ زیگوت به دست آمد    12

نجکـشن در محـیط     ی سـاعت پـس از میکروا      3 زیگوت   130
M16تــایی بــه 20 تــا 15هــای  اندنــد کــه در گــروه زنــده م
 مـوش  7از مجمـوع  . ای انتقال داده شدند  ماده کرایه های   موش
 ـ     45نهایـت   در   ،کار گرفته شده   های ب  کرایه دنیـا   ه بچـه مـوش ب

  .ها پس از هفته اول زنده ماندند  عدد از آن41آمدند که 
 موشی که پس از هفته اول       41. ها تعیین ژنوتیپ موش  

 تعیین ژنوتیپ شدند کـه      PCRه بودند ابتدا به وسیله      زنده ماند 
ای کـه در   قطعه.  ماده، مثبت بودند5 نر و 4ها، یعنی    تا از آن   9

PCR  ای کاملاً اختصاصی و منحصر به فرد         قطعه ،شد  تکثیر می
 را  CT و هم    oBLG باز بود که هم      486ژن به طول     از ترانس 

ها مثبت بـود      آن PCR موشی که    9). 2شکل  (گرفت   در بر می  
 قرار گرفتنـد کـه      DNAتر با اسلات بلات      تحت بررسی بیش  

). 2، جـدول    3شـکل   (ها را تأیید کـرد        تا از آن   4مثبت بودن   
 مـاده،   2 نـر و     2 مـوش،    4ساترن بلات هم نشان داد که ایـن         

ژن هستند و نتایج اسـلات بـلات را تأییـد کـرد              حاوی ترانس 
  ).2، جدول 3شکل (

هـا مثبـت بـود و بـالقوه بـانی             آن PCRهـایی کـه      موش
 7 تـا    6در   ( پـس از بلـوغ     ،شـدند  ژنیک محسوب مـی    ترانس
 با والدین بومی خود آمیزش داده شـدند تـا فرزنـدان             )هفتگی

 6. ژن مـورد بررسـی قـرار گیرنـد         ها از نظر توارث ترانس     آن
، حداقل یک بچه موش به دنیـا آوردنـد          ) ماده 3 نر و    3(  موش

و ) 2شـکل   ( مثبت بـود     PCRها با     آن که نتیجه تعیین ژنوتیپ   
 تلقـی  (Transgenic founder; F0)ژنیـک   لذا بانی تـرانس 

ژنیـک   های ترانس   موش، نسل اول موش    6های این    بچه. شدند
ژنیـک   جا که معیار اصلی تـرانس  از آن.  را تشکیل دادند F1یا  

ن را به فرزندانش انتقال دهد،      ژ  آن است که ترانس    ،بودن موش 
ژنیـک   تـرانس   رده مـستقل مـوش     6نتیجه گرفت کـه     وان  ت می

  ).2، جدول 4شکل (ایجاد شده است 
  

 
 بـا جفـت     PCRهای بانی با اسـتفاده از        تعیین ژنوتیپ موش  . 2شکل  

 جفـت   486های مثبت، محصولی به طول        که در موش   496f-768rپرایمر  
 موش مثبتـی کـه از ایـن طریـق بـه دسـت آمدنـد            9 تا از    6. سازد باز می 

 ”.Vect“کنترل مثبـت در خـط       . ژن را به فرزندان خود انتقال دادند       نسترا
  .نشان داده شده است

ژنیـک نـسل اول در هـر         حداقل یکی از فرزنـدان تـرانس      
ژن به نسل دوم مورد بررسی قرار        خانواده از نظر انتقال ترانس    

هـا مثبـت بـود، یعنـی همـه فرزنـدان             گرفت که نتیجه همه آن    
ژن را به نسل دوم انتقال       توانستند ترانس ژنیک نسل اول     ترانس
  . دهند
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ژنیـک از   های بانی تـرانس   در موش  DNAاسلات بلات   . A. 3شکل  

بررسـی  . B. دهد ژنیک را نشان می    های ترانس   تا از بانی   4 که   b11ctنظر  
جـا نیـز همـان       در ایـن  . b11ctژنیک از نظر     های ترانس  ساترن بلات بانی  

 2/2بانـد   .  در اسلات بلات مثبـت شـده بودنـد         هایی مثبت بودند که    موش
 5/2گر دیگر که بر ضد       شود، ولی کاوش   ها دیده می   کیلوبازی در تمام بانی   

 سازد؛ یک بانـد  ژن طراحی شده، باندهایی متفاوت می       ترانس ’5کیلوباز سر 
 کیلوبـازی کـه   4/3گر است، یک باند    کیلوبازی که معرف خود کاوش     5/2

 کیلوبازی حاصل از به هم پیوستن دو ملکول         9/0+5/2گر یک قطعه     نشان
 که بـه احتمـال   38ژن است و باندهای غیراختصاصی در بانی        پیاپی ترانس 

ژن در ژنـوم میزبـان       زیاد ناشی از وجود بیش از یک محـل ورود تـرانس           
  .است

 

 
 در (F1)ژنیـک   هـای تـرانس   تعیین ژنوتیپ نسل اول مـوش   . 4شکل  

 فرزنـد خـود     9ژن را به تنها یکـی از          ترانس 2بانی  . 11 و   2های   خانواده
منتقل کرده است؛ این اتفاق که با توارث مندلی سازگار نیست بـه احتمـال               

 ،11بـانی  . هـای ژرمینـال اسـت    بسیار زیاد ناشی از موزاییـسم در سـلول       
مـد بـا تـوارث      آ  ژن را به نیمی از فرزندانش انتقال داده که این پیش           ترانس

 الگـوی مـشابهی را در       2ها به جـز بـانی        مامی بانی ت. مندلی سازگار است  
 . ژن از خود نشان دادند انتقال ترانس

  گیری نتیجهبحث و 
ژنیـک   های تـرانس   جا درباره چگونگی تولید موش     در این 

بـه   تونین  کلسیژن بیان کننده     بحث کردیم که واجد یک ترانس     
 در شــیر و تحــت پرومــوتر گوســفندی صیاختــصاصــورت 

برای ایـن منظـور از تـوالی        .  هستند (oBLG)لین  بتالاکتوگلبو
 استفاده شد تـا از اثـرات شـبه افزاینـده            oBLGژنومی کامل   

ضـمن خـود پـروتئین      در  برداری شـود و      های آن بهره   اینترون
oBLG       عمـل کنـد،     تـونین   کلسی به عنوان پروتئین ترکیبی با 

 به تنهایی کوچک است و ممکن است در  تونین  کلسیزیرا خود   
از این راهبرد تولید پـروتئین ترکیبـی        . شیر پایدار نباشد  محیط  

های بسیار فعال که نـشت احتمـالی         توان برای بیان پروتئین    می
ها از غدد شیری به گردش خون برای میزبان مضر است نیز             آن

با ترکیب کردن پروتئین مورد نظر با یک پروتئین         . استفاده کرد 
اثرتر تولید کرد که شانس      تر و کم   توان پروتئینی بزرگ   دیگر می 

تر باشد یا در صورت نشت، اثرات        نشت آن به گردش خون کم     
  . تری از خود به جای گذارد عمومی کم

سازه ژنی به کار رفته در این تحقیـق در مقایـسه بـا تنهـا                
 در شیر حیوانات  تونین  کلسیتحقیق منتشر شده در زمینه تولید       

ــرانس ــک ت ــاوت]7 [ژنی ــادی دارد ، تف ــای زی ــوالی . ه اولاً ت
 انسان و ماهی    تونین  کلسی به کار رفته هیبریدی از       تونین  کلسی

ثانیـــاً از پـــروتئین ترکیبـــی . آزاد اســـت، نـــه مـــاهی آزاد
بتالاکتوگلبولین گوسفندی استفاده شده است، نه آلفالاکتالبومین       

ژن از جملـه گوشـواره       ثالثـاً عناصـر الحـاقی تـرانس       . انسانی
 خونی نیز بـه کـار رفتـه         X فاکتور   هیستیدین و جایگاه برشی   

  .است
 تزریق شده در زیگـوت ممکـن اسـت         DNAجا که    از آن 

 چرخه سلولی وارد ژنـوم شـود، مـوش          Sحین یا پس از فاز      
شـدت  .  موزاییک باشـد   ،ژن حاصل ممکن است از نظر ترانس     

ژن از نظــر  موزاییــسم بــستگی بــه زمــان دقیــق ورود تــرانس
ژن در مرحله دوسلولی  ر ترانستقسیمات زیگوتی دارد؛ مثلاً اگ

ژنیـک    ترانس ،های حاصل  سلول% 50وارد ژنوم شود، حداکثر     
% 25 سلولی وارد شـود، بـیش از         4هستند ولی اگر در مرحله      

یـن امـر تـا حـدودی     ا. ژن نخواهند بـود  ها واجد ترانس  سلول
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هـای   تواند باعث سردرگمی هنگـام تعیـین ژنوتیـپ مـوش           می
هـای واجـد      درصـد سـلول    حاصل شود، زیـرا ممکـن اسـت       

ژن چنان کم باشد که ساترن بـلات و اسـلات بـلات را               ترانس
منفی سازد، در حالی که این درصد برای مثبـت شـدن نتیجـه              

 که روشی بسیار حـساس اسـت کـافی          PCRتعیین ژنوتیپ با    
 2نظیر این اتفاق حداقل در مـورد مـوش بـانی شـماره              . باشد
بت بود، ولـی سـاترن و        آن مث  PCR به طوری که نتیجه      ؛افتاد

  . اسلات بلات آن مثبت نشد
  

  ژنز خلاصه نتایج ترانس. 2جدول 
 )م (39 )م (38 )ن (33 )ن (30 )م (27 )م (25 )م (11 )م (3 )ن (2  )ماده/نر(موش شماره 

PCR + + + + + + + + + 
 + + - + - - + - -  DNAاسلات بلات 

 + + - + - - + - -  ساترن بلات

 PCR  1/9 7/12 6/12 0/8 0/8 7/12 0/11 4/8 3/10نسل اول با های  مثبت

 + + - + - - + + +  ژنیک نسل اول ترانس

  
هـای رده    ای باشد کـه سـلول      اگر موزاییسم جنین به گونه    

ژن را   ژن باشند، فرزندان آن موش ترانس       فاقد ترانس  ،ژرمینال
هـای    در حالی کـه ممکـن اسـت سـلول          ؛به ارث نخواهند برد   

امـا بـا    . ژنیـک باشـند     ترانس ،همان موش ) سوماتیک(ری  پیک
ژنیک بودن یک موش     توجه به این که شرط اصلی برای ترانس       

ژن را به نسل بعـدی خـویش انتقـال           آن است که بتواند ترانس    
ژنیک در نظر گرفت،     توان بانی ترانس   دهد، چنین موشی را نمی    
 روی کـه بـر  (های تعیین ژنوتیـپ آن    حتی اگر تمامی آزمایش   

 و سـاترن و     PCRاز جملـه    ) شوند های پیکری انجام می    بافت
 و  27،  25هـای    بدین ترتیب مـوش   . اسلات بلات مثبت باشند   

 مثبـت داشـتند، بـه علـت آن کـه      PCR با وجـود آن کـه    33
ژن را به نسل بعدی خود منتقل کنند بانی          نتوانسته بودند ترانس  

 موزاییـک   چنان2موش بانی  . شوند ژنیک محسوب نمی   ترانس
  . ژنیک شدند  فرزند نسل اول آن ترانس9بود که تنها یکی از 

گـذارد، تعـداد     عامل دیگری که بر تعیین ژنوتیپ تأثیر می       
آن . ژن است که در ژنوم میزبـان وارد شـده اسـت            نسخ ترانس 

تـری از    ژنیک که تعـداد نـسخ کـم        های ترانس  دسته از خانواده  
هـا ایجـاد     تری در بلات   ژن داشته باشند باندهای ضعیف     ترانس

تـوان شـدت     ژن مـی   برای تعیین تعـداد نـسخ تـرانس       . کنند می
 هـر   (F1)ژنیـک    های ترانس  باندهای بلات در نسل اول موش     

هـای بـانی هـر       موش. خانواده را با خانواده دیگر مقایسه کرد      

هـا   توان با این روش با هم مقایسه کرد، زیرا آن          خانواده را نمی  
 .ژن موزاییک باشند رانسممکن است از نظر ت

 کیلوبـازی کـه بـرای       5/2 و   2/2گرهـای    مخلوط کـاوش  
 الگویی به ظاهر ناهمگون ایجاد کـرد        ،کار رفت  هساترن بلات ب  

ژن در ژنـوم     که جز با دقت در اصـول ورود تـصادفی تـرانس           
سازه ژنـی خطـی کـه در زیگـوت          . میزبان قابل توجیه نیست   

 ـ        تزریق می  صادفی در ژنـوم بـه      شود معمـولاً پـیش از ورود ت
. آیـد  ای متشکل از بیش از یک ملکـول درمـی          صورت زنجیره 

ژن تمایل دارد تا به صورت تـصادفی تنهـا           ضمن این ترانس  در
در آزمـایش   . در یک نقطه از ژنوم وارد شود، نه در چند نقطه          

ژن  ای داخلی از ترانس     کیلوبازی که به ناحیه    2/2گر   ما، کاوش 
 یـک  ،ژنیک های ترانس مام خانوادهچسبد در ساترن بلات ت     می

 5/2گـر    امـا کـاوش   .  کیلوبـازی ایجـاد کـرد      2/2باند متناظر   
  بانـدهایی متفـاوت    ،های گوناگون  کیلوبازی کناری در خانواده   

 و یک 38 و 30های   کیلوبازی در خانواده5/2یعنی یک باند  (
. پدید آورد  )39 و   38،  11های    کیلوبازی در خانواده   4/3باند  

 ،ژن پـیش از ورود در ژنـوم        ن امر آن است که تـرانس      علت ای 
کـدام از دو سـر    آیـد و چـون هـیچ     صـورت زنجیـره درمـی      هب

 را ندارد، قطعـه     BamHIژن تک ملکولی جایگاه برش       ترانس
ژن بـه قطعـه       هر ملکول ترانس   3َ سر   BamHI کیلوبازی   9/0
 ملکول بعدی زنجیره اضافه     5َ در سر    BamHI کیلوبازی   5/2
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 کیلوبـازی   4/3 در ساترن بلات به صورت یک باند         شود و  می
افتد که بیش    هایی می  این اتفاق صرفاً در خانواده    . شود دیده می 

ژن فاقـد   چون ابتدای تـرانس  . ژن دارند  از یک نسخه از ترانس    
 است، طول ظاهری باند قطعه اول بـه         BamHIجایگاه برشی   

بـر   واقـع    BamHIتـرین جایگـاه      این بستگی دارد که نزدیک    
  .ای از آن قرار گرفته باشد ژنوم میزبان با چه فاصله

ژنیک با موفقیت ایجاد      خانواده موش ترانس   6در مجموع،   
 را بـه    oBLG-CTژن   هـا تـرانس    شدند کـه هـر کـدام از آن        

هـای اول و دوم خـود        صورت پایا و تابع قواعد مندلی به نسل       
  .انتقال دادند
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